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酵母細胞壁溶解酵素の研究
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はじめに
著者らの研究室で分離した静母細胞壁滞解鮮素生産菌
の3菌株のうち.202株についてはすでにStreptomyces
hygroscopicusに属するー菌株であることを同定し.こ
の菌の溶解活性生産のための培養条件や粗隣素の性質を
調べた結果について，前二報1li報告した。さらにその後
溶解酵素の分画を試みた結果，プロテアーゼ作用の高い
画分，酵母グルカンの分解作用とプロテアーゼ作用の両
作用を含む函分，信事母グルカンおよびラミナリンの両者
に作用するグルカナーゼ画分，符異性未知の溶解活性を
含む極分の4つの筒分に分離された2)ので目下各画分につ
いて精製を行い，酵母細胞墜に対する溶解酵素の解析を
進めている。
一方113菌株については生育の肉眼的観療から好気性
細菌に属するー菌株と思われたので，菌学的分類を行な
い.Bacillus cereusに属するー菌株であることを明ら
かにした。さらに本菌の酵母細胞壁溶解鯵素産生のため
の沼地組成についても検討を加えたので今回は113菌に
ついての知兄を報告する。
実験方法
1 . 113菌練の形態観察
菌の保存，生育の肉眼的観察ならびに顕微鏡による観
察のために褒-1に示す組成の二種の鳩地を用いた。細
胞のグラム染色I;l:Huckerの変法 3)に基づいて行ない観察
のための既知のグラム陽性菌としてE.coliを， グラム陰
性菌としてL.caseiを用いた。
( 1 ) 
表-1 形態観察ならびに保存用指地組成
l刻汁寒天沼地 酵母:J!;天I音1世
肉エキス 1.0% 事Z燥信事母(製パン用) 1.0% 
ポリベプトン 1.0% K，HPO. 0.2% 
NaCI 0.3% MgSO，'7H，O 0.01% 
寒天 1.5% 寒ヲE 1.5% 
pH 7.0 pH 7.0 
2.グラム陽性薗の第一次鑑別法
主としてCowanらによる手引響的に従い，以下に示す第
一次鑑別法によって，グラム陽位菌である本菌の該当す
る群を明らかにした。
a)形:表1に示す固体溶池上で37'C.48時間t音養後1500
f告で検鏡した。 一部はメチレンブルーによる染色標本を
用いて観察した。
b)芽胞:Moellerの変法S)1こ基づき染色後検鋭を行なった。
c)運動性:肉汁熔地および選動性検査用浴地を用い，生
育の適温より低い27'CでI吾養し!懸滴法で観察したt}
d)空気中での発育:肉汁寒天熔地上での生育を観察した。
e)カタラーゼ :3%過酸化水紫の一滴に肉汁崎地で生育
した菌体を白金耳でつけ，気胞の有無を調べた。
f)オキシーダーゼ:肉汁寒天熔地で繕饗した菌{本をte・
tramethy 1-p-pheny lend ia mineを浸み込ませた炉紙に塗
りつけて，青色の発色を観察したJ)8}
g)OFテスト :Hugh-Leifson叫の沼地を入れた2本の試
験管に菌を熔獲し，その中の 1本には流動パラフインを
重層して糖の分解ならびに酸の生成が酸化か発鮮かのテ
ストをおこなった。
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3.第二次鑑別表による箇種の同定 • 
第一次鑑別法による性状から 113菌li，好気性ifs包菌
群 (B8CiJJus)に属することが明らかであったので，つ
いてもBac川 usの第二次鑑別表101を用いて菌種の同定を，t，.こ
なった。菌種の特徴づけに選ばれた性状はつぎの巡りで・
ある。
a)グラム反応，
b)連動性，
c)形態I手:胞子の形，大きさ，JI包子のうの形，胞子の
うのふくらみの具合により分類した。
d)努胞の形
e)芽胞の位置
f)菌体の膨張
g )45'C， 65'Cにおける発育
h)pH5.7における発育
i)7%NaClにおける発育
j)クエン酸塩の利用:Christenser agar 11)での生'fl'に
伴ない試示薬として加えられたフェノールレッドが赤変
するかどうかをしらべた。
h)炭水化物(グルコース，アラピノ ース，マンニ yト，
キシロース)の資化性9):0 F t;H也に炭水化物を添加し生
育に伴うpHの変化をしらべる。
I)VP反応(Voges-Proskauer反応)12)ゆ :ブドウ糖ーリ
ン自主息(または塩化ナトリウム)ーペプトン水に熔養し
た菌液についてアセトイ ン生成の有無をしらべた。
m)デンプン加水分解:0.2%の可溶性デンプンを含むl勾
汁寒天平板指地に菌を画線熔獲し，画線部分の周囲に透
明な部分が認められたならば分解防性とした。
n)硝酸混還元141151:硝酸泊五肉汁を用いた1-数日後のtl1養
液について翠硝酸塩検出訳書~16)による還元生成物全調べた。
。)インドールの生成:1 %ベプトン水に熔養した菌.液
lこkovacs'試薬を加えて仮過し，溶媒層が赤色になれば
陽性と判定した。
p)ゼラチンの加水分解17)悶):0.4%のゼラチンを含む肉汁寒
天平板に歯を画線培養し，菌の生育した 3-5口後に塩
酸ー腐化第二水銀溶液を注いで回線の周囲が透明でたん
ぱくの変性による白濁がなければ液化後陽性と判断した。
g)カゼインの加水分解:Hastingsの変法19)20)を用い牛乳
培地上に生育した菌の周囲に溶解待が見られれば険性と
した。
4.薗の液体培養
a)前鳩養:500me容振溢フラスコに製パン用乾燥商事時
(オリエンタル酵母製)1.0%，K，HPO， 1.0%， MgSO，・
71-1，00.01%， NaCl 0.1% (pH 7.0)を含む慕礎液体
縫地100meを入れ，本菌1向令耳を接種し， 37'C 48時間振
物
( 2 ) 
学
i盆t者養した。
b )本情義・ ~ï燥I'iHtjl.0% ，(NH ，)，HPO， 1. 2% ， MgS0 4
・7H，O0.02%， NaCl 0.02%を含む俗地に各組繁繁;1:氏
炭素源の一定最を加えた組成の熔婆基100meをpH7.0に
調笠し，これを本焔養基と して振ilフラスコに入れて滅
摘し，無菌的に前t音3毒液を 2meずつ加えて38'Cで振盗培
養した。
5.使用した培地成分の炭素および窒素含量の測定
I者地に用いた各物質の全糖量のiJIJ定はグルコースを標
準に用いて，フェノール硫酸法21)の発色条件を改変して行
った。これより炭紫含量を求める際にはグルーコース中
の炭素の比率を40%として算出 し た。 ~紫合:!iltまケ ルダ
ール法2)により測定した。この分析法によって求められた
熔地成分の炭素及び笠紫合室はつぎの通りであった。
培地用試科 C% N% 1;地用試料 C% 1'¥% 
乾燥酵母 15.2 5.72 jに豆粕 20.7 15.7 I 
自己消化処理醇母 2.3 5.30 5%大豆粕抽出液 0.8 13.1 
Corn slep liguor l.l 4.45 大豆粉 11.8 8.1 
ポリベプトン 13.01 
※0.2%水酸化ナトリウム溶液中で1時間加熱抽出した炉減
6. iI事母細胞溶解活性(Lytic-Activity，L. A.と略)の測
定法
a)基'i!t酵母の事Zi孟減少による測定法:前報1)に従い，基質
として乾燥酵母(オリエンタル酵母社製)100附を0.11¥1リ
ン酸緩衝液(pH7.0)lmeに懸濁させ.これに組自草案液8
dを加えて40'C， 20日幸間反応、をおこなった。L.A. I主基
1't酵母の残乾lít と隣紫反応、による酵母の残~Z1îtの差を基
質解母の残乾f，lで除し，その百分家で表示した。府地条
件の検3すはこのH7.去でおこなった。
b)基n目撃母の濁l友減少型軽による測定法:Yamamoto231らの
方法に準じ，PRー 緩衝液 (0.61¥1塩化プリウムを含む
o .0u，I'Jン酸緩衝液pH7.0)に懸渇した静母(S8ccha，'o-
myces cerevisi8e) 0.5m.elこ酵素液1.0meを加え， P R 
緩衝液0.5meを加えて全量 2.0melこし40'Cで li、子間援盟主
させながら反応させる。反応終了後 5.0meの水を加えて
浸透圧を下げさ らに10分間振過したのち比色計 (Spe-
ctronic20)を用いて610nmlこおける濁度を測定 した。対照と
して酵素液の代りに0.02:¥1リン酸緩衝液を加えて同様に
反応させ濁皮を測定した。L.A.は両者の濁度の差を対
!!置の濁度で除したfllIの百分率で示した。こ、で基1tに使
用した酵母は¥Nickerhamj音地 (酵母エキス0.3%，Jt芽
エキス 0.3%，ベプトン 0.5%，グルコース1.0%，寒
天 2%，pH 6.8) 100meにS.cerevisiaeを接樋し30'C， 
20時間振沿出養したのち，この前熔j毒液15meを同一培地
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組成の本tiH也にflH重し30'C， 4時t:ilt反溢f音盤して得た士、f
敏郎iの細胞を月lいた。 iさ心分離 (5000r.p. m. 10分n:lし
て集めた酵母細胞を，ノkで 1回，PH-級衝液てが2回洗浄
したのち，水で14併に希釈した時の610nmにおける0.0.
値が0.7を示す濁l交になるようにPH・緩衝液に懸濁しおT
液と して使月iした。この粂{↑をほぼプヒすためには， J者t也
100me(ニ生育した醇1吐の全ltを12.5meのPR-級0泌に怒
濁すればよい。
7.グルカナーゼ活性の測定法
a)ラミナリンをWt'tとするilil定法・ラミナリン(Nutri-
tional siochemical Corporation)2.0mgを合むO.1 ~ l 目t
椴緩衝液(pH5.0)1.Ome(ニ俳ぷ液1.0meを加えて40'C，60 
分以応させた後，鋼液2.0meを加えて反応を停止させ，生
成した還元71を， Somogyi-Nelson法叫により， グルコー
スを様準とじて測定した。この反応条件ドでグルコース
として10μ日を'主ずる罰事業lotを1lj.f立(U)とした。
b)dH手グルカ ンをJ，mとする測定法 :MIまグルカ ンは二三
崎の方法25)に従って当研究室で調製した。この基tt1喝を
含む0.1~l ð~自主級樹液 (pH5 . 0 ) 1.0mel二何事，f~i夜 I. Ome を 1111
え40'C，60分反応させたのちTCA泌液26)0.5mlを加えて
反応を停止した。反応、液を3000r.p. m. 10分間述心l，上
i汀液中の可溶性初Iをフェノール硫酸法21)(こより測定した。
すなわち試料泌O.lmeと2.5%(w/w)フェ ノール 2.0meを
混ぜ， ついで浪硫酸 5.0meをすみやかに加えて桜り混せ'
反応泌が室温まで低下したのちょヒ色，ir(Spectronic 20) 
を用いて490nmにおける吸Jtfl立を測定 した。 対!!(!はTC
AiJ.t液を含むJ正ft液に隊長液を加えて 1:と同校に発色さ
せ，両省のl吸光他の~ーか ら ， グルコースによる際社Urlll線
を用いて.目手紫反応による1:IJX糖五Iをw出した
8 プロテアーゼ活性の測定法
.カゼインー275nm吸収B法制に準拠し，0.6%カゼイン添液
(pH7.0)5.0me(こ俄紫液1.0meを加え， 30'C， 30分Iln反応
させたのち，TCA 泌液5.0meを加えて反応を停止し，生
じた沈殿を ir'過して i戸Ìf~の 275nm における吸光偵を 10mm
セルをmいて測定した。この条件で275nmにお・ける版光
純0.01を生ずる両手索i立を 1Ijl. f立(U)とした。
実験結果および考察
1 . 113薗の同定
a)本J(平板賎I也上におけるI溺の生育と細胞形態の観察
:本fljLt*- 1の府地によく生育し，m号}f地上では写真一
1にIJ'されるよ うに後初!211後コロニーの周辺に申告!llの
ぼやけた溶解帯(C)が鋭修され崎益時fnの経過とともに
焔地の西聖母は利!日され透明にな った。顕微鏡鋭療で(;1:，
グラム防刊 のーf't'1草jでIJ包山形成能をイiすることが1}1らかで，
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(a) 
????? (c) 
写真一1 &cillus cereus strain :'¥0.113のli:1汁及び
r'iHIj:~ktfH也 J:における '1-:fl (J荷主主211量)
27'Cで'主fTした凶ー にi重量'1j'1:は必められ与かった UIてよ
り本 l草iはH主，t刊:グラム ~tlt'f:前に a該当するものと判断した。
b)以の鑑別 .グラム防t!:j;!jの第一次鐙月1J:i ( 二 )，~づいて
mられた113白日株の性状を表-2にぷした。この結果より
グラムF品性作l草iて;!f:胞をPiEt.:'eきるのはCloslridiumX1i，と
sacillus以であるが，H丸条件ドで1Hi'でき，カタラー
ゼP品作.である ことから本的I:JBacillush(の性状に一致す
ることがIl月らかとなった。
表-2 雰~次鑑別法による 113磁の性状
民JI.娘 Jj[ " t'J材、 観百.~ JCj 1 tt ~R 
形 作 tk カタラーゼ + 
*胞 十 オキ シダーゼ
;1f!foltt ブドウt¥li(般) ト
3民主'(1'での発行 ト OFテスト "fj両手
表-3Bαcillus~1\のおて次鑑別法による 113 (:I.jの件以:
クラム反応 炭水化物の干1!l11':
+ 運動性 7 )レコー ス
形態群* I r.~ アラビノース
5f1J包の形 。sI'形 γ ンニノト
1f1J包のj，r.;民 ，' ，'(. キンロース
l引事のW~& ¥' P反応 十
45tにおける発行 前向をI孟忍ii: 寸ー
65tにおける短打 インドー ル産'1，
pH5.7における1eu 十ー デンプン加水分解 + 
7% NaCl における ~m + セラチンの液化 十
7エン的地，HI!l1 カセインの消化 + 
本 形態r.~
1 1:1- if司包は卵川形またはl'ltiがむ中立， 'I;i車、tまたは樹立
l消体はわずかに1*;除.または全〈膨12Eしない。
2r.F 1f胞は卵I'W，まれに川住状，中;1. 俗t嵐長または池
・1 薗{事l主111療に膨陰。
3f.'F !利包IHR状.1'11 立.または f~ttr~ 1/.0 I州事は1釧;主。
( ~ ) 
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c)種の鑑別:BacilJus属の第二次鑑別表に従って種を
分類する指標となっている生程的性質を調べた結果を表
3に示した。これらの性状が最も類似している菌号!?
anthracisとB.cereusであるが， Bergys manual Iこ記
載されたこれら二磁極の特徴を本菌の性状と比較すると，
本菌は{附艮状のcolonyを形成し，非運動性を示し45.Cに
おいて僅かながら生'(-f'が観察され，クエン酸塩を利用 し，
病原性を有しないと ころからBacilJuscereusに属する
と結論されj主つBacilJuscereus var， mycoidesに最も
類似することが明らかであ った。 以上の結果に基づいて
われわれは本菌をBacilluscereus strain No.1l3と呼
;f~、することとした 。
2 溶解醇素庭生のための培地組成の検討
a)無機底:I舗の生育に伴って菌体外に分泌される溶解
酵紫を安定させるために本椛聖書基中の無機塩組成を，
K2HPO.1.0%， MgSO.'7H200.01%， NaCIO.l%とした
』場合と， (NH.)2HPO.1.2%， MgSO.・7H200.02%，NaCI 
0.02%とした場合とについて，それそ'れに有機栄養源と
して乾燥鮮士号1.0%を加えてpH・7.01こ調整し，本屋iを楼
極 し径1キ的に追跡した結果，後者の縫I也の方がpHの上昇
が抑制され，T者援3日-4日後のグルカナーゼ活性も高
いことがわかった(図ー 1)ので，以下の本緒美には
\ !'i H . )2HPO.を合む沼地を~，~礎液体培地として使用した。
???????????
??
?
?
?
?
?
?
?
『?
?
?
?
?
?
?
?
?
?、
10 
o 1 2 3 4日
晴美日数
ロ.ー (NH.)21 PUSを含む沼地・.… KzIPu.を含む培地
• f音後上i'，l8mt当りの治件ー
図ー 1 1M也のpH変化Jjよぴグルカ ナーセ1宝生に
』えばす無機t誕の世芸評
物 '"乞守与
L.八.
% 
????
??? ? ?
，? ?
10 
5 
2 3 4 I:l 
t音養 日数
図-2 i存解!活性の康生に及ぼす培地笠索淑の影轡
(グルコース無添加の場介)
b)有機栄縫減:上記の基礎液体t音地に皇室紫源として
コーンステープ リカー 1.0%，ポリ ペプトン 1.0%.
大立劇'if州政 1-3% をそ れぞれ添加lした培地とこ
L.A 
% 
10 
。 2 3 ???
ほ養日数
図ー 3 i1f解活件のー}1;:生に:&Ifす培地宅業ìl棋の量~j平
(グルコースi!1JIの場合)
( 4 ) 
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表-4 J脅J也の栄婆iJMの種矧と格解rli性
J去従液体 t.'U自にi!，:，blした成分 I庁 J也 lti if~ i.'i ft について
情I也組成 % ~ ，}g i原% 炭~ ~，以% よ/.'¥.1 jg ti pH L.A・ グルカナーゼ・ プロテアーゼ・
H ti % U U 
(.'¥H.):HPO. コーン λテー 7 無添加 1.6 3 8.4 8.1 14.4 4.8 リカー 1.0 
1.2 " クルコーλ 1.0 5.5 3 8.5 7.8 18.8 4.0 
~lgS0..7H ，O ポリベプトン 1.0 無添加 1.2 8.6 11.8 25.6 16.8 
0.02 " 7 )レコー ス1.0 4.2 1 8.2 11. 1 20.8 4.8 
~aC1 O. 02 大¥1..f白 td1m t{~ ï.0 無添加l 1.8 4 7.6 7.1 9.6 10.4 
乾燥酵母 " 1.0 グルコーλ 1.0 6.6 3 7.5 9.1 12.8 8.8 
1.0 4シ 3.0 無添 bl 1.2 3 8.2 12.0 28.0 13.6 
pl7.0 " 3.0 7 }レコー λ 1.0 4.1 3 8.3 12.6 15.2 40.0 
" 5.0 惇 lf bl 0.9 4 8.9 10.7 17.6 41.6 
" 5.0 グルコース1.0 3.0 4 8.9 9.1 17.6 48.8 
窓結集 h占8.0me吋りのftli
() つ
‘' 3 
t行必日数
争ー ・人u粉
ひー0 大V.納付11:¥液
図-4 1存解;，Ii刊のNi'I:1ニ及1.1""す大豆粉1ftI支の最~，平
れにクルコース 1%を追加した応地に本的を峻Hiし什Hキ
的にL.A.のi時生， J"j者J也pHの変化，グルカナ一七tJ'よぴ
プロテアーゼの泊性を，j，¥Jべた。 図-2・3及び表-4に示し
た結果より，ささ素j品i として 3%大豆粕抽出~をmいた 3
nJ丹美後の1:ir'fの市角干i;r;t't.がhkもつよく， 7ル均ナーゼ
ilit(;I:グルコ ス無t会IJUのj!，l{'j-，フロテアー セはグルコ
ース 1%添加の均合に1tiもzf:iいことが明らかである In! 
れのI岳地においてもグルカナーゼ!H音発 1-2l1でJI}，f:j
にj主するが，プロテアーセは 3- 411 で~}，'~jluえを心した。
ポリベプトンやコーンステーフリカーを栄縫減に用いた
場合L.Aのビー 7が241キrmと72時間活建時に認められ
るのは，これら二組のMぷ活性の.ll'lIJUと関係があるので
表-5tM患の大豆郡}浪度と液解活性
I持J也にt事加 培地 結局泊怜につい τ占正日E械{事
塙聾 L.A • グルカ プロテtgt車車1bJ( しと成分 cr.;比 日唖 pl 百 すwゼ.u7ーゼ.v 
II~H，)"IPO. X Il粉 2.2 2 17.1 28.0 9.6 2.4 1.2 0.5 
M，SO.時hO 秒1.0 2.0 3 17 1 38.2 12.8 0.8 0.02 
(:><.CI 0舵 。 2.0 1.8 3 17.6 30.2 13.6 5.6 
位量感母
今 3.0 1.7 3 17.8 13.8 13.6 3.2 1.0 
t州7.0 k<J.粕抽出席 1.2 3 17.2 36.1 14.4 1.6 3.0 
ホ#1繁 J:iI18.0me'当りの値
表-6 i存解活性の戸主生におよlます自己消化処f宇ー醇母
(AWY)添加の影響
}，4に
革礎削膚体|州に法
t熔書地組成
最高治性について
???? ?
???
??
?
??
11.2 
1，>1じ 13.6 
*n;~ ~.Ìti8.0.e当りの値
はないかと推察された。上記の各級tif地において，グル
コースの添加は溶解活性の産生のためにとくに有効では
なかったので以降のt音J也には加えないこととした。つぎ
に添加効*のあった大豆粕抽出械の代りに大豆粉を0.5
%， 1.0%， 2.0%及び3.0%の各i農皮に加えた培地につい
て上とIciH品に本薗の防養を行い経時的にi'&解活性を追跡
した。図-4および表-5に示されるように.大豆粉1%添
加時にI誌もぷい溶解活性が得られその1立は 3%大豆粕納
Li:¥i伎にfi勺した。大正t粉漫度が2%を必えるときはグル
カナーゼ，プロテアーゼ両活性の上"が認められるにも
かかわら F溶解活性は低下した。この結果(;1:ポリベプト
ンやコーンステープリカ ーを栄養源に用いた湯合の結来
( 5 ) 
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に対する推察と矛盾するが酵母溶解に関与する酵素はグ
ルカナーゼやプロテアーゼのみならず，これらとは作用
を異にする酵素が関与することも充分考えられる。この
点を明らかにするためには今後培養上浴中の酵素を分画
し酔母細胞壁の溶解に関与する酵素作用の解析がなされ
なければならない。
培地中に添加してその効果が期待される物質として酵
母細胞壁成分が考えられるが，今回は圧搾パン酵母を自
巳消化させ，洗浄乾燥して調製した自巴消化処理鮮母
(Autolysed washed yeast， A WY川、を用いて添加効果
をしらベた。無機塩に 1%乾燥静母と 1%大豆粉を加え
た培地にさらに l%AWYを添加した場合と無添加の場
合とについて，本菌の培養を行なったところいずれの場
合も2日目に溶解活性は最高に逮し，表-6に示すように
AWYを加えたI音I也のL.A.，グルカナーゼ，プロテア
ーゼは僅かながら無添加の場合より高かった。さらに前
培養時の菌の生育をよくするため培養期間を 2日から 3
日に延ばすことにより本培養時の溶解活性の生産も増強
されることが示された(表ー7)。以上の培養条件の検討結
果を綜合して，本菌の酵母細胞竪溶解酵素生産のための
指養条件を表-8のように設定した。
3.培養籾酵素の酵母生細胞に対する作用
酵素の分離に先立ち，対数期酵母細胞の懸濁液に表-8
による本菌の指養上清液を作用させて溶解反応の 1，2の
性質を調べた。活性は濁度減少法によって測定した。
a)醇索量と溶解速度:前報】)において，酵母のPーメル
カプトエタノール処理が酵素による溶解作用を促進する
ことが示されたのでこの試薬の10-2Mを含む緩衝液中で
1時間前処理した酵母と未処理酵母を基質とし酵素量を
変えで1時間反応させた。 図-5はその結果を示しており
無処理酵母に対しでは酵素盆を噌加しでもj容解率は8%
?
?
?
???
???????????
10 
0.1 0.2 0.3 0.4 O.5mt 
ほ養上がi
図-5 酵素量と溶解活性
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表-7 前培養期間と溶解活性の産生
前熔饗 本I音量の量高活性について
期間 培期養間 L.A* グルカ プロテ
培地組成% 1音地組成% pH すー ゼ* 7ーゼ・
日 日 % U U 
乾燥酵母 2 1.0 2 7.3 17.6 7.4 13.6 K，HPO. 1.0 {表4に同む)
MgSO..7H，O 3 大豆粉 1.0 2 7.7 29.9 7.9 4.0 0.01 A WY 1.0 
N.CI 0.1 
*tl養上清8me当りの活性
表-8 Bacilus cereus 113株の培養条件
前 !* 養 本 t音 養
乾燥酵母 1.0 % 乾燥酵母 1.0 % 
K2HPO. 1.0 % 大豆粉 1.0 % 
MgSO.・7H20 0.02% A W Y 1.0 % 
NaCl 0.1 % (NH‘)zHPO. 1.2 % 
t音土也 100me， pH7 MgSO.・7H20 0.02% 
37.C 72時間振盟主培養 NaCl 0.02% 
熔地 100皿e.pH7 
37"C 48時間振選培養
を限度としてそれ以上に延びないが，メルカプトエタノ
ール処理することにより溶解活性は2傍に促進されるこ
とか言忍められた。このような鯵母細胞の酵素的溶解作用
に及ぼすSH化合物の促進効果は，起源を異にする他の
酵母溶解酵索作用についても観察されており!ト31この試薬
による処理~;j:pH7~10のアルカリ側で効果が高い 331 ことと ，
メルカプトエタノールのpKが9.3である点を併せ考える
と恐らくこの効果は酵母細胞墜のジスルフイド結合の還
元に由来するものと考えられた。Lampen341が提唱してい
る醇母細胞監の模式構造によると細胞墜のマンナン被合
体の内側にはS-S結合で相互に連結したたんぱく質が
グルカンと複合体を形成して存在することが示されてお
L.A. 
% 
6 
4 
2 
。
?? ?? ???
???
??
? ?
????
?、
?
??
?
?
??
???
??
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江崎・浅井:酵母細胞I:'i容解務撲の研'fE 】9 ←
り，この結合の|例裂が商事紫によるグルカン層の分解を容
易にさせることにより結果的には細胞自主溶解の促進効来
としてあらわれたのではないかと推定された。
b}反応の時間的経過:a}と問織の方法でメルカプトエ
タノール処理した西聖母に酵索1.0田tを作用させ.経時的
に濁度の減少をi<l;志した。結集を図-6に示したがこの測
定条件下では反応時間60分までは溶解i首位との問に比例
関係が成立つことが観察された。
要 約
1 . ~.f1 らがさきに分離した画聖母細胞!!.1溶解醇繁生産菌
3ftのうちの113rii株について薗の同定を行なった結采.
8acillus cereusに脱するー菌株であることを明らかにし
'ー~。
2.本舗のt音養条件を検討した結果，目撃母細胞壁i本解酵
素の生j漫には乾燥静母1.0%，大豆粉1.0%，A¥，Y1.0%， 
(NH‘}2HPO.1.2%， I¥lgSO，'7H，O 0.02%， NaCIO.02% 
(pH7.0)の結地組成が適当であると結諭した。
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Summary 
1. Three strains of microorganisms which able to decompose and grow on yeast cells have been isolated in our 
laboratory as a result of microbial surveysりOneof these isolate， No.1l3 was formed a colony surrounded 
by the lysed zone upon the medium containing 1% of baker's yeast. The strain was aerobic， gram-positive， 
rod骨 shaped，non-motile， endo-sporeforming， catalase positive and acetoin formation positive. From these 
distinctive properties， the strain was identified as belonging to Bacillus ce.，eus 
2. Conditions for the production of lytic enzyme by the bacterium were investigated. When the medium con-
tained 1.2%(NH.) 2HPO.，O.02% MgSO..7H20，O.02% NaCl，l.O% dried baker's yeast and 3.0% soybean cake 
extract or 1.0% soybean meal a1 pH7.0， remarkable production of lytic enzyme in the cullre fluid was 
observed. The addition of 1.0% autolysed and washed baker's yeast was more effective for the production 
of lytic enzyme. 
( 8 ) 
